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論　　文　　の　　要　　旨
　レニンは，特異性の高いプロテアーゼであり，主に腎臓の傍糸球体細胞において生合成され，
種々の刺激により血中へ放出され，血圧調節を行っている。本酵素は，分子量約40，O00の糖タンパ
ク質であり，種々の動物の腎臓より精製が行われ，諸性質が明らかとなっている。
　一方，腎臓，血漿や羊水中には，酸処理やプロテアーゼ処理により活性を発現する不活性型レニ
ンもしくはプロレニンと呼ばれるレニンの存在が知られている。さらに，通常のより分子量が大き
く，分子量約60，000の高分子型（HMW）レニンやビッグレニンなどと呼ばれるレニンの存在も報
告されている。しかしながら，プロレニンやHMWレニンの実体は不明であり，これらレニンの分
子レベルでの研究は残された課題であった。本研究においては，ブタ腎臓より，プロレニン，
HMWレニン及びレニン結合タンパク質（RnBP）をそれぞれ単離，精製し，それらの生化学的性
質を解明するとともに，プロレニン，HMlWレニンやRnBPのレニン代謝上での役割を検討した。
①ブタ腎臓申のレニン前駆体について
　腎臓中のレニンの大部分は活一性型レニンでありプロレニンの検出は困難であった。したがって，
レニンの代表的阻害剤であるペプスタチンをリガンドとしたアフィニティーカラムにより，レニン
とプロレニンとを完全に分離することにより，腎臓中にプロレニンの存在することを証明した。プ
ロレニンの部分精製標品は，pH3．2の酸処理では活性化を受けずトリプシン処理により初めてレニ
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ン活性を発現した。発現したレニン活性は，レニンの抗体により完全に阻害された。また，トリプ
シンで活性化後のプロレニンと活性型レニンとは，種々のクロマトグラフィー上同一の挙動を示し
た。以上の結果より，ブタ腎臓中にプロレニンの存在することが証明された。
②ブタ腎プロレニンの精製とその性質
　プロレニンの生化学的性質を明らかにする目的で，ブタ腎臓よりその単離，精製を試みた。ブタ
腎皮質を種々のプロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液で抽出後，アフィニティークロマトグラフィー及
びその他の生化学的手法を用いプロレニンを単離，精製した。ブタ腎皮質ユ．2㎏より約74万倍精製
し，！3μgのプロレニン標品を得た。得られた標品はSDS電気泳動上単一であり，分子量は約
39，000であった。精製標品は，pH3～9の聞で安定であり，トリプシン処理により初めてレニン
活一性を発現し，この処理により約4，000の分子量低下が認められた。以上の結果より，レニン活性
発現には，プロレニンから分子量約4，000のペプチドの遊離が必須であることが示された。
③ブタ腎HMWレニンの精製とその性質
　種々の動物の腎臓や血漿中には，見かけの分子量約60，000のHMWレニンの存在が知られている。
しかしながら，これまでのHMWレニンに関する知見は，腎臓の粗抽出液や血漿そのものにおいて
得られたものでありHMWレニンの実体は不明であった。近時，ブタ腎抽出液からの部分精製標品
について，HMWレニンがレニンとRnBPとの複合体であることが示唆された。本研究においては，
さらに精製を行いHMWレニンを純化することに成功し，HMWレニンがレニンとRnBPとの複合
体であることを証明した。ブタ腎皮質をNEM及びその他のプロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液で抽
出後，種々のクロマトグラフィーを用いてHMWレニンを精製した。得られたHMWレニンの比活
性は，レニンの比活性の約ヱ／10であり，ゲルろ過により求めた分子量は約60，000であった。HMw
レニン標品は，ディスク電気泳動及び等電点電気泳動上単一のバンドを示した。しかしながら，
SDS電気泳動において2本のタンパクバンドを示し，これら2種類のタンパク質はそれぞれレニ
ンとRnBPであることが示された。また，HMWレニンは，pH3の酸処理によりレニン活性が約5
倍上昇し，この時RnBPが変性しレニンの遊離することが明らかとなった。以上の結果より，
HMWレニンがレニンとRnBPとの複合体であることが証明された。
④ブタ腎R・BPの精製とその性質
　レニンとRnBPとの相互作用機構及びRnBPの諸性質を明らかにするために，ブタ腎臓からの
R祀Pの精製を試みた。RnBPは，ブタ腎HMWレニンに対する抗体を用いたオクタロニー反応及
びレニン活性の阻害を指標として精製を進めた。精製RnBP標品は，SDS電気泳動，等電点電気泳
動及びディスク電気泳動上単］であり，SDS電気泳動により求めた分子量は約42，000であった。
RnBPは，レニン活性を強く阻害し，RnBPとレニンとが1：1で結合し，かつ，複合体が活性を
持たないと仮定して求められるレニンとRnBPとの解離定数は約O．2nMであり，レニンとRnBPと
の結合は非常に強いことが示された。また，精製したRnBPとレニンとによりHMWレニンが再構
成された。
　レニンの主な生合成の場である腎臓中にプロレニンの存在することを明らかとし，単離精製する
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ことによりその諸性質を解明した。また，HMWレニン及びRnBPの純化により，HMWレニンと
RnBPの分子的性質，レニンとRnBPとの相互作用についてその特徴が示された。本研究で得られ
た結果から，レニン代謝機構を考えると，腎臓の傍糸球体細胞で生合成されたプロレニンは，内在
性のプロセシング酵素により限定分解を受け活性型レニンに変換することが示唆される。また，
RnBPがプロレニンと結合しないことより，細胞内で合成されたプロレニンが活性化されて生成す
る活性型レニンにRnBPが結合すると考えられる。一方，RnBPとレニンの解離定数が約O．2nMで
あること，RnBPがレニン活性を強力に阻害することは，RnBPとレニンの結合は特異的であると
考えられ，HMWレニンの生成は，RnBPがレニンの活性調節に重要な役割を演じていることを示
唆している。
審　　査　　の　　要　　旨
　本論文は，腎臓中のプロレニン，高分子型レニン及びレニン結合蛋白質の蛋白化学的性質を明ら
かにしたものである。プロレニン，高分子型レニン，レニン結合蛋白質をそれぞれ単離精製し，そ
れらの諸性質を詳細に検討した論文で，レニンの代謝調節を考える上で新たな知見を加えたもので
あり高く評価される．また，レニン結合蛋白質は，本論文において初めて見い出されたものであり，
レニンの活性調節やレニンの代謝上極めて重要な役割を担っていると考えられる。
　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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